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ヒト骨髄細胞由来 の頼粒球 一 単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ系前駆細胞
くCFひGMl に対するイ ン タ
ー ロ イキ ン 6く工L－61 の役割 二
頼粒球 コ ロ ニ ー 形成刺激因子 くG－C S円 との桔抗作用
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片 山 啓 太
く平成 1 年2 月 3 日受付1
正 常 ヒ ト 骨髄 額粒 球
一 単 球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ 系 前 駆 細 胞 くc olo ny fo rming u nit9 in
gr a n ulo cyte
－ m O n OCytelm a c r ophage ， C F U－G M，の 増殖， 分化 に 対す る組み 換 え塾
ヒ トイ ン タ ー ロ イ キ
ン 6 tr e c o mbin a nthu m a ninte rle uk in 6， rhIL
－6，の作用 に つ い て 検 討し た ． 無血清培養下 で rhIし6単
独で は C F U－GM コ ロ ニ ー は 全く 形成 さ れ な か っ た ． つ ぎに 組み 換 え型
ヒ ト顆粒球 コ ロ ニ ー 形成刺激因
子 くr e c o mbin a nt hu m a ngr an ulo cyte c olony stim ulating fa cto
r， rh G－ C S Fl お よび組 み換 え 型 ヒ ト顆
粒球 一 単球lマ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ
ー 形 成 刺激 因子 くr e c ombin a nt hu ma n gr a n ulo cyte
－ m On O Cytel
m a cr ophage c olo ny stim ulating fa cto
r， rh G M－C S F， と rhI L－6 との 共同作用 に つ い て検 索 し た と こ
ろ ， 血清存在下お よ び無血清培養下 の 両方で ， rhI L
－6 は濃度依存性 に rh G－C S Fに よ る C F U
－G M コ ロ
ニ ー 形成 を抑制 し， rh G M－ C S Fに よ る C F U
－ G M コ ロ ニ ー 形成 に 対 して は影響 を及 ぼ さな か っ た ■ さ ら
に 造血幹細胞 を特異的 に認識 す る と い わ れ る 抗 M ylO
マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 を用 い て pan ning 法
に よ り骨髄単核非付着細胞 よ り分離 した MylO陽性細胞分画
に つ い て検索 した と こ ろ ， 同様 の 結果が 得
ら れ た ． ま た骨髄単核非付着細胞 をあら か じ め rhl し6 と前処 理 し ，
そ の 後 洗浄 し て 無血清培養下で
rh G－C SF あ る い は rb G M．CS Fを加 えた と こ ろ ， rh G
－ CS Fに よ る C F U－ GM コ ロ ニ
ー 形成 は ， 培養液の
み で前処理 した も の と比較 して 抑制 さ れ た ■ し か し ， rh G
M － CS Fに よ る C F U－G M コ ロ ニ ー 形成 は
rhI L－6 前処理 に よ っ て 影響が み ら れ な か っ た － そ の rhI し6 と前処 理 し た 時
に み ら れ た rh G－C S Fに よ
る CF U－ G M コ ロ ニ
ー 形成 の抑制 は ， 高濃 度の rhG－C S F と同時に 前処 理 す る
こ と に よ り み ら れ なく
な っ た ． 以 上 の 結 果 よ り ． 正 常 ヒ ト骨髄細胞由来 の C F U
－ G M コ ロ ニ
ー 形 成 に お い て rhI し6 は
rh G－C S Fの 作用 を抑制 し ． その 機序 と して ， rhI し6に よ り rh G
－C S F受容体の 発現が抑制 さ れ た 可能性
が示 唆 され た ．
Eey w o rds CF U
－G M， IL－6， G－ CS F， GM
－ C S F， S erum －fr e e c ulture
1961年 ， T ill と McCullo ch に よ る マ ウ ス 脾
コ ロ
ニ ー 法の 報 告1，以丸 造血幹細胞 の 研究は飛躍的 に 発
展 し ， 骨髄細胞を軟寒天 や メ チ ル セ ル ロ
ー ス な どの 半
流動培地中で 培養 し ， コ ロ ニ
ー を形成さ せ る こ と に よ
り ， in vitro で の 造血幹細胞 を定量的に 測定 す る方法
が確立 され て い る
彿
． その 際 コ ロ ニ ー 形成刺激因子
くc olo ny stim ulatingfa cto r， C SFlと 呼ばれ る 糖蛋白
が
A bbr e viatio n s こAM L， a C ute myelogen o u s
必要 で あ り ， す で に 3種の 遺伝 子組 み換 え型の 因子
が
ヒ ト マ ウ ス それ ぞれ に つ い て 精製 され て い る － すな
ゎ ち ， ヒ トの 場合 は組 み換 え型 ヒ ト顆粒球
コ ロ ニ ー 形
成 刺 激 因 子 くr e c ombin a nt hu m an gr a n u
lo cyte
c olo ny stim ulating facto r， rh G
－CS押5l， 組み 換え型
ヒ ト顆粒球 一 単球ノマ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ
ー 形成刺激
因 子 くr e c o mbin ant hu m a ngr a n ulo cyte
－ m O n O Cyte1
1e uke miai BS A， bo vin e se r um alb
u mini
B S F，2， B cellstim ulatory fa cto r
2i C F U－ GM ， C Olony fo r ming u
nits in gra n ulo cyte
－ mO n O
－
cytelm a crophageiCS F， C Olony stim ulatingfa c
tori F C S， fetal c alfs eru町
I M D M， Iscove
7
s
ヒ ト骨髄 C F U．G M に 対 する IL－6 の 役割
m acr ophage colo ny stm ulating facto r， rh G M－
CSF16 川 ， そ し て組み 換 え型 ヒ ト単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ
コ ロ ニ
ー 形成 刺激因子 くr e c o mbin a nt hu m a n m o n o－
cytelm a cr ophage c olo ny stim ulating fa cto r，
rh M．C S F191
101で ある ． ま た最近 ， 各種イ ン タ ー ロ イ キ
ンの造血幹細胞 に 対す る 効果 も報告さ れ て い る 叩 2I
B 細 胞刺 激 因 子 くB c ellstim ulato ry fa cto r2，
B SF－21 は もと も と レ ク チ ン ま た は抗原 で 刺激 さ れ た
単核球の培養上浦中に 存在 し ， B細胞の 増殖 ， 分化の
最終段階に 作用 して 抗体産 生細胞 へ の 分化 を誘導す る
T細胞由来の リ ン フ ォ カイ ン と して 同定 さ れ た1引． 最
乱 B S F－2 の CD N Aが ク ロ ー ン化 され
14l
． 他の サ イ ト
カイ ン と して 報告さ れ た 26k Da 蛋白1の ． イ ン タ ー フ ェ
ロ ンP2くinterfe ro nPa
16，と の 同 一 性 ， お よ び ハ イ ブ リ
ド ー マ ． プラ ズ マ サイ ト ー マ 増殖因子 用 との 部分ア ミ
ノ 酸配列 の 同 一 性 が 確認 さ れ た ． そ れ に 加 え て
BS F．2 はT細胞 ， 肝細胞
， 神経細胞 ， 造 血幹細胞 に も
作用す る こ と が明 らか と な り ， BS F－2 は単に B細胞 に
よる免疫グ ロ ブ リ ン 産生 の み で な く ， さ ま ざま な細胞
の生育と分化 に 関与 し てお り ， 現在 で は イ ン タ ー ロ イ
キン6 くinte rle ukin 6， I し6Iと統 一 呼称 さ れ て い る1勒 ．
IL－6 の 造血幹細胞 に 対 す る 作用 は Ikebu chiら に
よ っ て最初に 報告さ れ た 瑚 ． それ に よ る と ヒ トIL－6 は
マ ウ ス の顆 粒球 一 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ 系前駆細胞
くc olony for ming u nits in gra n ulo cyte－ m O n O CytelI
m a crophage， C F U． G MIの 増殖 を支持 し， 正 常 マ ウ ス
牌細胞の培着で多能性幹細胞 お よ び芽球 コ ロ ニ ー の 形
成を支持し た ． 特 に イ ン タ ー ロ イ キ ン 3 くinterle ukin
3，I し3Iの マ ウ ス 多能性幹細胞の 増殖作 用 を相乗的 に
刺激した ． と こ ろ が Koike ら20，が無血清培養下 で 検索
した結果に よる と ． IL－6 単独 で は マ ウス C F U－G M お
よび多能性幹細胞 の増殖 を支持 し な か っ た ． 一 方 ，
Wong ら
21，は I L－6 がマ ウス C F U－G M を直接刺激 し
，
芽球を含む い く つ か の コ ロ ニ ー 形成 を間接的 に 支持 し
た こと を報告 した ． し か し， Ho a ng ら22－は 工L－6 は単
独で は と 卜造血幹細胞 に 対 す る効果 はな い と 報告 し，
マ ウス と ヒ トで I L－6 の 作 用 の 異な る こ と が 示 唆 さ れ
た ．
本研究で は組 み 換 え 型 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 6
trec o mbina nthu m a ninte rle uLkin 6， rhIL－6Iの ヒ ト骨
髄 C F U－G M の 増 殖 に 対 す る 効 果 に つ い て ， 特 に
rhG．CS F およ び rh G M－C S F との 相互 作 用 に つ い て検
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討 した ．
材料 お よ び方 法
工
． 材 料
健康成人有志 ， お よ び急性血小板減少性紫斑吼 急
性白血病寛解期く化学療法終了後 のも の ， 継続 中の も
の を含む1， 骨髄移植後 ， 先天性赤芽球療 な ど ， 顆粒球
系の造血が ほ ぼ正 常と考 えら れ る患者の 骨髄血 を用 い
た ．
H
． 骨髄 細胞の 分 離
骨髄血 を胸骨 また は腸骨よ り ヘ パ リ ン 加採取 し ， リ
ン 酸緩衝液生 理 食塩水 くphosphate buffer ed salin e，
P B Sl くP H 7．21 で1 0倍希釈 し た後 ， Fic oll－Hy paqu e
Oym phopr ep， Nyega a rd8t Co ．， Oslo， No r w ayl に 重
層 し， 4
D
C400g で30分 間遠心 した ． 中間層の単核細胞
を採取 し ， PB S で 3回洗浄後， 10％非働化牛胎児血清
tfetal c alfs e r um ， F C SH 三 菱化成 ， 東京ン を含 む
R P M I1640培 養液 くGibc o， Gr a nd Isla nd， N Y，
U S Aン に 浮遊 した ． つ ぎに 骨髄細胞浮遊液 を 3 xlO6
個Iml の濃度で プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ く25c m2tiss u e
Cultu re fla skl くCo sta r， Ca mbridge， M A S S， U S Al に
入 れ ， 37
0
C， 5％ C O2存 在下 で60分間培養 し た ．
非 付 着細胞 の み を 取 り だ し ， Is c o ve，s m odified
Dulbe c c o
，
s m ediu mくI M D MHSigm a Che mic al Co． ，
St． Lo uis， M O， U S AJで 2回洗浄後， IM D Mに 浮遊 さ
せ た ．
II． 造血 因子
rh G－CS F は中外製薬 よ り ， rhG M－C S F は住友製薬
よ り， 組 み換 え型 ヒ トイ ン タ ー ロ イ キ ン 3 せe c o m－
b ina nt hum a ninte rleukin 3， rhIL－3ン は U C L Aの
Dr－ C． H． Uitte nboga a rt よ り ， rhI し6は大阪大学細
胞工 学 セ ン タ ー の 平野 俊夫博 士よ りそ れ ぞれ供与 さ れ
た ． rhI L－6 は B S F－2 に 対 する cD N A を大腸菌 に 発現





m g pr otein で あ っ た ． 組み 換え 塾 ヒ ト
イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 a くre c o mbin a nt hum an inte r－
1e ukin la ， rhIL－1a J くGe n zym e， Bo ston， M A S S，
U S AI は ， その 特 異的活性は 10包 u nitsノmg protein で
あ っ た ．
IV． C F U－ G M コ ロ ニ ー 培葺 法
方法は 工s c o v eら の 方法乃，を 一 部改変 し ， 1 X lO5個
の 骨髄単核非付着細胞 を0．8％ メ チ ル セ ル ロ ー ス
m odified Dulbe c c o，s m ediu 町 P B S， phosphate buffered s alin eニ rh G． C S F， r e C O mbin a nt
hu m a n gr a n ulo cyte colo ny stim ulating fa cto rニ rh G M－C S F， r e C O mbin ant hu m a n
gr an ulocyte－ m O n O Cytelm a cr ophage c olo ny stim ulating fa ctor三 rhIし1a ， r e C O mbin a nt
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くm ethylc ellulo sel くFisher Scie ntific Co． ， Fair
La w n， NJ， US Al， 20％ F C S， 1 ％脱イ オ ン 化牛胎児
ア ル ブ ミ ン くbo vin e se ru m albu min， B S AHSigm al，
各種 の造血因子 を含 む I M D Ml ml に 加 え ， プ ラ ス
チ ッ ク ベ ト リ 皿 く24w ells， tis su e c ult r e platel
くBe cto nD ickin s o n8t Co mpa ny， Lin c oln Pa rk， NJ，
U S Al に 1穴あ た り 0．25ml ず つ 分注 し た ， 培 養 は
triplic ate で 行 い ． 3rC， 5％ C O2湿潤下で培養 し ，
培養7 日目 と14 日目 に そ れ ぞ れ倒立顕微鏡に て ， 20個
以 上 の 細胞 よ り なる 集団 を コ ロ ニ ー と して そ の 数 を数
えた ． 実験 ごと の コ ロ ニ ー 数 の ば ら つ き が 大 き い た
め ， 結果は ％ コ ン ト ロ ー ル で 表示 し た ■ 無血 清培養法
を用 い た C F U－G M コ ロ ニ ー 培養 法は Isc o v eらの 方
法飢，に 準 じ ， FCS の 代 わ り に 塩 化第 H鉄飽和 ヒ ト
ト ラ ン ス フ ェ リ ン くtr a n sfe rrin ． Ir o n s atu r atedナ



























くBo ehringe r M a n nheim Gmb H， W － Ge r m any1600
JL gノml， ソイ ピ ー ン ． レ シ チ ン くし x －pho sphatidylch．
01in elくSigm al160jL glml， コ レ ス テ ロ ー ル く和光純薬
工業 ， 大阪I9 6JL glml を用 い ， B S A，I M D M， メ チル
セ ル ロ ー ス と と も に 培養 し た ． 形成 さ れ た コ ロ ニ ー が
顆粒 球系 コ ロ ニ ー で あ る の か ， 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ
系 コ ロ ニ ー で ある の か の 判定は Aga r 法に よ っ た251．
す な わ ち ， 0． 3％ Ba cto－Aga rくDifc o Labo r atories，
Detr oit， M王CH， U S Al． 2 0％ F CS， 1 ％ B S A， 骨髄
単核非付着細胞1 XlO
5 個ノml，I M D M， rh G－C S Fまた
は rhGM －C S Fを加 え て培養さ れ た コ ロ ニ ー を寒天 ご
と ス ライ ドグ ラ ス 上 に 移 し ， 濾紙 で脱 水さ せ乾燥衡
エ ス テ ラ ー ゼ ニ 重 染色 を施 した ． ．仔．－ ナ フ チ ー ル プチ
レ ー ト エ ス テ ラ ー ゼ 陽性 の コ ロ ニ ー を 単球ノマ ク ロ
フ ァ ー ジ系 コ ロ ニ ー くM － C Olo nyl， ナ フ ト ー ル A S－D
0 0．1 0．3 1 3 10 30 0 0．1 0．3 1 3 10 30
rhG － CSF くngノm11 rh G M
－ C S Fく nqノm い
C
0 0．1 0．3 1 3 10 30 0 0．O1 0．1 1 10 100
rh l ト3くngルIIlor rh l ト6tu nitsノml l rh I L－ 1CXく unitsノmll
Fig． l． Do sere spo n se c u r v e s of variou sgr o wth fa cto rs o
n hu m a nbo n e m a r r o w
C F U－ G M c olo ny fo r m atio n． Colo ny n u mbe r s w er e c o
u nted o n day 7く0－ 0，
亡H コ1 a nd day 1 4く■ t ， q Jl． Ea ch point sho w s m e a n of the C F U
－ GM
c olony n u mbe r ge n e rAted from lXlO
5 bo n e m ar row c ells u sing s e ru m－free
m edium in triplic ate c ultures． Bo n e m a r r o w c ells w er e c ult r ed wit
h v a rio u s
dos e s of rh G－C S FくAl， rhGM －C S FくBl， rhIL－3 くC三 0
－0， ■ 一 書1， rhI し6 くCi
ロ ーロ ，■ －tl， a nd rbIし1ぽ の1．
hu m a ninterle ukin la こ rhIL．3， r e C Ombin a nt hu m an interle ukin 3こ rhIL
－6， r e C Ombinant
hu ma n interleukin 6 三 rh M－C S F， r e C Ombin a nt hu m a nm o n o cyteノm a crophage c
olony
stim ulating fa ctor
ヒ ト骨髄 C F U－G M に 対す る IL－6 の 役割
タ ロ ロ ア セ テ
ー ト エ ス テ ラ ー ゼ 陽性 の コ ロ ニ ー を顆粒
球系コ ロ ニ T くG－ COlo nyl， 両者の 混 合 した コ ロ ニ ー を
顧 粒 球 一 単 球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ 系 コ ロ ニ ー くGM －
c olonyIと した ．
V ． MylO陽性細胞 の 分 離
Wys o cki ら
261の pa n ning 法 に よ っ た ． ま ず， ヤ ギ抗
マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン くIgG＋IgA ＋IgMナ 抗体
くaffinity pu rified a ntibodyto m o u seIgG＋IgA＋IgM
くH＋LH Go atj lくK irkega ard 8t Pe rry Labo rato．
riesIn c． ， Gaithe rsbu rg， M D， US Aンを0．05 Mト リ ス 緩
衝液くP H 9－引 で10 0倍希釈 し たも の を 100X20m m の
組織培養皿 くtissu e c ult redishJ くCo sta rlに 散布 し，
室温で 3時間静置後 ， P B S で静か に 3 回 洗浄 し た ． 山
九 2 旬 4 XlO
7偶の 骨髄単核非付着細胞 に 抗 M ylO
マ ウス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 くa nti．H P C A－1亡hu m a n
pr ogenito r c e11 a ntige nコJ くBe cto n Dickin s o n
Im m u n o cyto m etry Syste m s， M ou ntain V ie w， C A，
US朗 を1 XlO
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後 ， あ らか じ め ヤギ 抗マ ウ ス 免疫 グ ロ ブ リ ン で 前処理
さ せ てお い た組織培養皿 に 静か に 加 え， 4
0
Cで 2時間
反応さ せ た ． 反 応後の 付着細胞 を は が し ， 2 回 洗浄
後t I MD M に 浮遊さ せ ， MylO 陽性細胞分画と し た ．
そ の 際 ， 細胞 の 一 部 を 取 り ， flu o r es c ein c o njugated
IgG fr a ctio n go at a nti－ m Ou SeIgG thea vy 8t light
Chain s specificHCo oper Bio m edic al In c． ， M alv e m，
P A， US封 を 二 次抗体と し て1140加 え， 30分間反 応後
洗浄 し ， M ylO陽性細胞 の比 率 を螢光顕微鏡に て 確認
し た ．
VI． 統計学的検定法
得ら れ た成績 は ， 平均値士 標準偏差 また は標準誤差
で 示 した ． 平 均値 の 羞の 検 定に は ， 2群 間の 場合 は
Stude nt
，
s t－te St を ， 多群間で は 1 元配置分散分析後 ，
Du n n ettの 多重比 較法を 用 い ， pく0．05 を有意 と した ．
成 績
工 ． 各造血 因子 の 濃度依存曲線
正常 ヒ ト骨髄単核非付着細胞 に よ る C F U． G M コ ロ
0 0．1 0．3 1 3 10 0 0．1 0．3 1 3 10
r h l L 6 く u n i t s ，r m l l
Fig．2． E ffe ct of rhI Lr6 0n hu m a nbo n e m a r ro wC F U． G M c olo ny fo r m atio nin
Seru m－ C O ntain lng C ultu re． Re c o mb ina nt hIL－6 w a s added in v a rio u s
COnCe ntr atio n sく0 ． 1．10 u nitslmilto the bo n e m a r r o wCFU－G M c olo ny a s say
SySte m With 5ngJml ofrh G－CS FくAl o r rh G M－C S FくBJ． Colo ny n u mbers w er e
C O u nted o n day 7 ほ封 a nd day 14く口J． Ea ch v alu e repr e se nts the m ea n 士
Sta nda rd e rror of pe r c e nt of c o ntrol fro m three s epa r ate e xpe rim e nts． In
C O ntr OI c ultu r e s， Which w e r ein c ubated with rh G－C S Fo r rh G M－C S Falo n e， the
abs olute c olo ny n u mbe rs w e re ap pro xim ately 3000 n day 7 a nd 180nday 14
in both G－C S F－ O r G M－C S F－indu c ed C F U．G M c olony a ss ay．
＋ ホ
pく0 ． 01 v s．
C O ntr OIsby o n e． w ay AN O V A follo w ed by Du n n ett
，
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ニ ー 形成 に お ける 各造血因子 の 濃度依存曲線 を無血清
培養に よ り得 た く図 り ． 図 ト A， B に 示 さ れ る よ う
に ， rh G－C S Fお よ び rh GM － C S F は濃度依存性 に
C F U－ G M コ ロ ニ ー 形成 を増強 し ， 10nglml で 最大数
の コ ロ ニ ー 形成 を得 たた め ， 以下の 実験 で は 最大数の
約80％の コ ロ ニ ー 形成 を得 る濃度 と考 え られ る 5ngノ
ml のrhG－C S F， rh G M－C S F を使 用 し た ． 図 1 －C， D
に 示 さ れ る よ う に ， rbI L－3 お よび rbl し1ぴ に つ い て
も 濃度依存性 に コ ロ ニ ー を 形 成 し た が ， そ の 数 は
rh G．C S F やrh G M－C SF に比 べ て 少な く ， ま た個々 の
コ ロ ニ ー を形成す る細胞も少な か っ た ． rbI し6に つ い
て は 30u nitsノml まで 濃度 を増加 させ て も 全 く コ ロ
ニ
ー は形成 し なか っ た ．
II
．
rh I L．6 の rh G． CS Fお よ ぴ rh G M－ C S Fに 対
す る 作 用

















rh G－C S F ま た はrh GM ．C S F存在下 で ． rhI し6を濃度
を変 えて 加 え ， そ の 共 同作用 に つ い て 検 索 し た ． 図
2． A に 示 さ れ る よう に ， rh G－CS Fの 存在下 に rhI L6
を 付加す る と 濃度依存性 に C F U－G M コ ロ ニ
ー の形成
を抑制 し ， 1u nitlml 以 上の rhIL－6 で有意 であっ た ．
一 方 ， 図 2 － B に 示 され る よう に ， rh G M
－CS Fに つ い
て は付加 す る rbl し6 の濃度 を変 えて も刺激効果も抑
制効果も み られ な か っ た ■ ま た ， 7 日目 の コ ロ ニ
ー と
14 日目の コ ロ ニ ー との 間に 有意な差 は な か っ た 一 つ ぎ
に 同様 の 実験 を無血清培養で行 っ た ． 図3．A ，B に示さ
れ る よ う に ， 血清存在下で の 結果 と同様 に ， rhlし6は
濃度依存性 に rh G，C S Fに 対 し て 抑制的 に 作用 し ，
rh G M－C SF に 対 して は特 に 効果は み ら れ な か っ た ．
さ ら に pan ning 法に よ り MylO陽性細胞 を分画 し．
同様 の 実験 を行っ た ． 形成 され た コ ロ
ニ ー 数を比較す
る と ， pa n ning 法 に よ り C F U
，GM は約 5倍に 濃縮さ
r h l L 6 く u ni ts J m 1 1
Fig． 3． Effe ct of rhIL
－6 0 n hu m a nbo n em a r ro wC F U－ G M c olony fo r m atio nin
se r u m－fr e e c ulture． Re c o mbin a nt hI L－6 w a s added in vario u s c o n c e ntr atio n s
く1－30u nitslm1 to the bo n e m a rr ow C F U－G M c olo ny a s s ay syste m with 5ngl
ml ofrh G－C SF くAl o r rh G M－C S FくBl－ Colo ny n u mbe rsw er e c o u nted o nday
7
く迅1 a nd day 14くEjI． Ea ch valu e repre s ents the m ea n 士 Sta nda rd e
r ror of
perc ent of c o ntr ol fr o mthre e sepa r ate e xpe rim e
nts． In c o ntr oI c ultu r es， Which
w ere in c ubated with rh G－CS Fo r rh G M
－C S Falone， the absolute c olo ny n u mbe r s
w e re209 士32くA， day 71， 164士6くA， day 141， 203士3くB， day 7l， a nd 162士39くB，
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ヒ ト骨髄 C F U－G M に 対 する IL－6 の 役割
れたと 考え ら れ た ． 図 4 － A， B に 示 さ れ る よう に ，
MylO陽性細胞分画に つ い て も ， rhI し6 は濃度依存性
に rh G．C S Fの 作用 を抑制 し， rhG M－C S Fの 作用 に 対
す る 効果 は み ら れ な か っ た ． つ ぎ に rh工し6 を
rhG－C S F あ るい は rわG M－C S Fに 濃度 を変 えて付加 し
たときの C F U
－ G M コ ロ ニ ー 数 の 経時的変化 を調べ た
く図－ 5I． C F U
－G M コ ロ ニ ー 数 は い ずれ も 4 日目 に は
少数で あり 7 日目 に 最大 とな り ， 以 後 は徐々 に 減少 し
た ． 従 っ て rh G．C S Fあ る い は rh G M－C SF に
rhIL－6 を加 えた か ら と い っ て C F U－G M コ ロ ニ ー が 形
成され る期間が短縮 す る傾向は認め ら れ な か っ た － 一
九 従来 C F U－G M の増殖 ， 分化に 関与 して い る と報
告さ れて い る rhI し3お よ び rhI L．1Lr を rh G－ CS F あ


















に 対す る効果を調 べ た結果が図 6お よび 図7 であ．る ．
図 6－ A， B に 示 さ れる よ う に ， rhIL－3 は濃度依存性に
rh G－C S Fと rh G M．C S Fの 両者の 作用 を増強した ． ま
た 図 7－A， B に 示 さ れ る よ う に ， rh工し1庇 は 0 ． 1
u nitslml の 低濃度で rhG－CS Fお よび rh G M－ CS Fの
両者の 作用 を増強 し， 10u nitslml の 濃度 で は 特 に 刺
激効果も抑制効果も み られ な か っ た ．
1工l ． rtlI し 6に よ る 前 処 理 の rh G．C S Fお よ ぴ
rb G 加－C S Fに 対す る 効 果
つ ぎに rhI L－6の rhG－C S Fに 対 する抑制作用 の 機
序 を検討す る た め に ， 骨髄単核非付着細胞 を 一 定時
間 ， 5unitslmlの rhI し6 と反応さ せ ， I M D M で 3回
洗浄後， rhG－CSF ま た は rh G M．CS Fを加 え た も の
と
，
rhl し6を 付加せず工M D Mの み と前処理 した も の
0 1 3 10 30 0 1 3 1 0 3 0
r h J L 6 く u n i ts JJ m 1 1
Fig． 4． Effe ct of rhIL－6 0 n C F U－G M c olo ny fo r m atio n with MylO po sitiv e cell
e n riched populatio n obtain ed fr o mhu m a nbo n e m a r ro w． To in v e stigate the
dir e ct effe ct of rhI し60 n G M－C Olo ny fo r ming pr oge nito r c ells， M ylO po sitive
C e11s w er e en riched by a pa n nlng m ethod a s de sc ribed in M ate rials and
M ethods． Re c o mbin a nthI し6w a s ad ded in v a rio u s c onc entrations u－30u nitsl
mlJ to the bo n e m a rr o wC F U－G M c olo ny as s ay syste m with 5ngl ml of
rh G－C S FくAI or rh G M－C SFくBl． Colo ny n urnbe rs w e r e c o u nted o n day 7 く迅1
a nd day 14くEjI． Ea ch v alu e r epr es e nt the m e a n士 Sta nda rd er r o r of per c e nt
Of c o ntr ol fr o m thr ee s epa r ate e xpe rim e nts． In c o ntr oI c ultu re s， Which w er e
in c ubated with rh G－C S Fo r rh G M－C S Falo n e， the abs olute c olo ny n u mbe rs w er
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と で 無血 清培養下に 形成 され た C F U－ G M コ ロ ニ ー 数
を比較 し た ． 表 1 に 示 さ れ る よ う に ， rhl し6 と前処理
す る と ， rh G－C S Fに よ り形成 さ れ た CFU－GM コ ロ
ニ ー 数は有意 に 抑制さ れ た が ， rh GM －C S Fに よ り 形
成さ れ た C F U．G M コ ロ ニ ー に つ い て は特 に 変化 はみ
られ な か っ た ． rh G－C S F添加 で み られ た rhIし6 の 前
処理 に よ る抑制 は ， 30分 間と い う 比 較的短時間の 前処
理 に お い て も認 めら れ た ． つ ぎに 骨髄単核非付着細胞
に 5u nitsIIml のrhIL－6 と種 々 の 濃度 の rh G－ C S F と
を 同時 に 加 え て3 0分間 前処 理 し ， 3 回 洗 浄 後 ，
rh G－C S Fに よ る C F U－ G M コ ロ ニ ー 形 成 を 無血清培
養条件下で み た ． 表 2 に 示 さ れ る よう に ， rbI し6単独
に よる 前処理 で は C F U－G M コ ロ ニ ー 形成が 抑制 され
たが
，
そ の抑制 は rhG－ CS Fと と も に 前処理 す る こ と
に よ り解除さ れ た ． す な わ ち ， 低 濃度 く0．1ngノ皿り の
rhG－C S Fを前処理 の際 に加 え た 時 は C F U－ G M コ ロ
ニ ー 形成 は 軽度 に 回復 した だ け で あ っ た が ， 高濃 度
く10nglmlJの rh G－C S F を加 えた 時 は対照 と し た培養
























IV． 形成 さ れ た コ ロ ニ ー の エ ス テ ラ
ー ゼ 染色に よる
検討
軟寒天中に 形成 した コ ロ ニ ー を寒天 ご と ス ライ ドグ
ラス 上 に 移 し ， エ ス テ ラ ー ゼ ニ 重染色 を施 した 結果を
表 3 に 示 す ． rh G－C S F単独 で は ほ と ん ど顆粒球系 コ
ロ ニ ー が 形成さ れ た の に 対 し ， rh G M－C S F単独では
単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系 コ ロ ニ ー が 5 ％ ル 8 ％ をしめ
た ． また
，
rbl Lt6 を加 え て も 額粒球系 コ ロ ニ ー と単
球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系 コ ロ ニ ー の 比 率 は 有意 に変化し
た と は い え な か っ た ．
考 集
ヒ トの造血 幹細胞 に 対す る 1 し6 の効果 に 関す る報
告 は少 な い ． Le a ry ら
2n は ヒ トI L．6 が IL．3 と相乗的
に 作用 して ヒ ト芽球 コ ロ ニ ー の 増殖 を支持す る ことを
報告 した ． ま た Ho a ng ら 丑1は rhl し6の 急性骨髄性白
血病くa c ute myeloge n o u sle uke mia ， A M Llの 患者の
末梢血 の 芽球前駆細胞 に 対 す る効果 に つ い て調べ たと
こ ろ ， 単独 で は ほ と ん ど効果 は な く ， G M－CS Fまたは
1 し3 と の相乗作用で A M L芽球 コ ロ ニ ー の形成 を刺
4 7 10 14 4 7 10 1 4
D a y s o f i n c u b a t i o n
Fig． 5． T im e c o u r se a n alysis of C F U－G M c olo ny fo rm atio n in differe nt
c o n ce ntr atio n of rhI L－6． Hu m a nbo n e m a rr o w n onad he r e nt m ononu cle ar cells
く1xlO5 c ellsJIml w e re cult r ed with 5nglml of rh G－ C S FくAl or rhGM － CSF くBI
in the pr esence of various do sesく0．1－10u nitsノmlJ of rhI し6 in s er u m－ C O ntaining
m ediu m． T he c ultu re s w e redo n ein the abse n c e of rhI し6く0－ O Jo rin the
pr e se n ce of rhI L－6 at the conc entr atio n s of O． 1 u nitJ
l
ml くEj． 口1， 1 u nitJ， ml
くム ー Al， a nd lOu nitslmlくゴト 瑚 ． Ea ch point r epre s e nts the m e a n士Sta nda rd
de viatio nin triplic ate cultu re s，
ヒ ト骨髄 C F U－G M に 対 する IL．6 の 役割
激し 仁 正常骨髄細胞 に お ける CFU－ G M に つ い ても 同
様の 相乗効 果 が み られ た と 報 告 し た ． 著 者 は ま ず
rhIL－6 の 正 常 ヒ ト骨髄 C F U－G M コ ロ ニ ー 形成 に 対す
る効果 に つ い て調 べ た が ， 図 1 に示 す と お り濃度 を増
加させ て も rhIL－6 は全く C F U－ G M コ ロ ニ ー を形 成
しなか っ た ． 従 っ て I し6単独に よ る CFU－GM の 刺激
効果はな い と考 え られ た ． つ ぎに 単独で 正 常 ヒ ト骨髄
C F U－G M コ ロ ニ
ー 形成 を 支持す る rh G－C S Fお よ び
rhG M－C SF に ， rhI し6を濃度 を変 えて 付加 し そ の 効
果をみ たと こ ろ ， 血清存在下で は 図2 に 示 すよ う に ，
rhIL－6 は濃度依存性 に rh G－C S Fの 作用 を抑制 し ， 一
方 rhG M－ CS Fに 対 し て は効果を示 さ な か っ た ． つ ぎ
に血清中に 含ま れ る微量の C S Fと の 反応の 可能性 を
取り除く た め に 無血滞培養で行 っ て み た が ， 図 3 に 示
すよう に 同様の 結果が得ら れ た ． 以 上 よ り rbI し6に
は ヒ ト 骨 髄 C F U． G M コ ロ ニ ー 形 成 に お い て ，
血G－C SF と桔抗す る 機序が存在 す る こ と が 示 唆 さ れ



















処 理 の 実 験 を 行 っ た ． 細 胞 を 一 定 時 間十分童 の
rh工L－6 と 反応 さ せ
．
そ の 後3 回洗浄 し
． 培養 液中の
rhI し6を取り 除い た状態で rh G．C SF ま た は rh G M－
C S Fと 反 応さ せ C F U－G M コ ロ ニ ー 形 成 をみ た ． そ の
結果 ， 表 1 に示 さ れ る よう に rhIL－6 と 前処理 し て
rh G－CS Fを加 える と ， rhIL－6 をカロえ なか っ た も の に
比べ て C F U－G M コ ロ ニ ー 形成 は有意に 抑制 さ れ ，
rhG M－ CS Fに 関 して は変化は な か っ た ． つ ぎ に ， 一 定
濃度の rhlし6 に 種 々の 濃度 の rh G－C S Fを混 合 して前
処理 を 行い ， その 後 rh G－C S Fに よ る C F U，G M コ ロ
ニ ー 形成 をみ たと こ ろ ． 表2 に 示さ れ る よう に 高濃度
の rh G－C S Fを加 え て 前処理 し たも の で は
，
rhI し6の
前処 理 に よ る 抑制 は消失 し た ． 以 上 の 結 果 よ り ，
rhI し6が C F U－ G M また はさ ら に 未分化 な造血幹細胞
の ， rh G－ CSF 反 応性 を低下さ せ た可 能性が 示 唆さ れ
た ．
H ir a n oら1 4，は I し6 くB S F．2Iの ア ミ ノ酸 レ ベ ル の 構
造 を決定 した ． そ れ に よ る と ヒ ト工し6 は184偶の ア ミ
0 0
．1 1 1 0 0 0．1 1 1 0
r h l L 3 く n g J m I I
Fig． 6． Effe ct of rhI し30 n hu m a nbo n e m a rr o wC F U－ G M c olo ny fo r m atio nin
Seru m－fre e c ultu r e． Re c o mbin a nt hI し3w a s added in v a rio u s c o n c e ntr atio n s
く0．1－10nglmり to the bo n e m a r r o wC F U－ G M c olo ny a s say syste m with 5nglmi
Of rh G－C S FくAIor rhGM－ CS FくBl． Colony n u mbers w ere c ou nted o nday 7くtal
a nd day 14忙甘 Ea ch v alu e repr e s ents the m e a n士 sta ndard e ro r of pe r ce nt
Of c o ntrol fr o m thre eseparate experim ents． In c o ntroI cultu res， Which w ere
in c ubated with rh G－ CS Fo r rh G M－C S Falo n e， the abs olute c olo ny n u mbe rs w er e
1 34士49くA， day 7I， 27士5くA， day 14ン， 63士1 2くB， day 7l， a nd 70士2くB， day 141，
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ノ 酸よ り な る 分子 量21000の 蛋白 で ． さ ま ざ ま な 造血
因子 と 構造 を比較 した と こ ろ ， G －CS F との み有意 な
一 次構造の 類似性が み ら れ た 弔く図 8－Aう． つ ま り ル 6
と G－C S F が ア ミノ 酸 レ ベ ル で25．7％の 一 致 を認 め ，
特 に シ ス テ イ ン が 完全 に 一 致 し て い た ． ま た ，
Ya s uka w aら281は IL－6 の染色体遺伝子 を単離 し ， そ
の 構 造 を決定 した ． それ に よ る と 1 し6の 染 色体遺伝
子 は 5つ の エ ク ソ ン と 4 つ の イ ン ト ロ ン で 構成 さ れ て
い る ． G－C S F も同様 の エ ク ソ ンJイ ン ト ロ ン 構成 を示
し ， ま た エ ク ソ ン の 長 さ が よ く 一 致 して い た
かIく図
8－ Bト 本研究 に お け る rhI L－6 とrh G－C S F との 桔抗
作用の機序 と し て ， 以上 の よ う な 工し6 と G－ CS F との
構 造の 類似性 よ り ， 造血幹細胞 に お け る それ らの 受 容
体 を介 して の 相互 作用の可能性 も考 え られ た ． 王し6の
受 容体 に つ い て は Taga ら
301 が ，
125
I一 棟識 rI L－6 を用
い て解析 を行い ， Iし6受容体 は種 々 の細胞株 で発現 し
て お り ， I L－6 受容体が I し6と の み 結合 し， G ．C S F と



















容体 に G－C S Fの み な ら ずI し6 も結合す るか どう かは
報告が な く 不明である ． 一 般 に 造血 因子 は ， 棲的細胞
表面 に 存在す る特異的 な受容体 へ の 結合 を 介して 作用
す る と考 え られ て い る ． 各分化段階の造血幹細胞には
ふ つ う ， い くつ か の 造血因子 に 対す る受容体が同時に
存在 し ， あ る造血因子 と受容体 と の 結合が他の 受容体
の発現 を抑制くdo w n－ m Odulationl す る こ と が 報告さ
れ て い る
al
． それ に よ る と ， 造血 幹細胞 の分化の よ り
初期 に 作 用 す る造 血 因 子が ， よ り後期 に 作用 する造血
因子 の 受容体の 発現 を制御 し て い る が ， 本研究の場
合 ， 工し6 と その 受容体 との 結合が G．C S F受 容体の発
現 を抑制 した た め に rh G－C S Fに よ る C F U－G Mコ ロ
ニ ー 形 成 を 抑制 し た 可能性 が 示 唆 さ れ た ． 今後
C F U．G M のI L－6 お よ び G－C S F受容体の詳細な研究
が必要 と さ れ る が ， 現 在 の と こ ろ高 度 に 純化さ れた
C FU－GM 分画の 採取が困難な こ と が 障壁 と な っ てい
る ． 本研究 で 試 み られ た抗 マ ウス M ylOモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗体 を使 用 した p an ning 法に よ る未分化 な幹細胞
0 0．1 1 10 0 0．1 1 1 0
r h L L － 1 a く u ni ts ノ m l
Fig． 7． E ffe ct ofrhI し1a o nhu m a nbon e m a rr o wC F U
．G M c olo ny fo r m atio nin
serum ，fr ee cultu r e． Re c o mbin a nt hI L－1a w a s ad ded in v a rio u s c o n c e ntr ations
く0．l－10u nitslmlJto the bo n e m a rr ow CFU－G M c olo ny a s s ay syste m with 5ngノ
ml ofrh G－C S FくAンo r rh G M－C SFくBl． Colo ny n u mber s w er e c o u nted on day 7
くEgla nd day 14くEjl． Ea ch v alu e r epr e se nts the m e a n士 Standard e r r o r of
per c e nt of c o ntr ol fr o mthre e s epa r ate e xpe rim ents． In c o ntr oI c ultures， Which
w e rein c ubated with rhG－ CSF or rh G M． CS Falo n e， the abs olute colony n u mbe rs
w e re82 士38くA， day 71， 51士3 3くA， day 141， 65士31くB， day 71， a nd 63士38くB，
day 141， r e Spe Ctiv ely．
＋
pく 0．05v s． c o ntroIs by o n e
－ W ay A N O V A follo w ed by
Du n n et t
，
s m ultiple c o mpa ris o n．
ヒ ト骨髄 C F U－G M に 対す る I L－6 の 役割
Tablel． T he effe ct of pr ein c ubatio n with rhlL－6 0 n hum a n bo n e m a rr o w
rh G－C S F－ O r rh G M－C S F－indu c ed C F U－G M colo ny fo r m atio n．
Prein c ubatio nA rh G－ CS F－induced
Tim e rblし6
rh G M－C S F－indu ced
C FU－G M c F U－G M
Day 7 Day 14 Day 7 Day 14












60 士4 234 士14 226 士26
28 士4H 244士 40 196 士40
174 士6 162 士22 1 40 士1
76 士16H 156 士8 170 士15
130 士6 272士16 168 士8
58士6 H 260 士4 207 士24
a A fterprein c ubatio n with rhl し6く5u nitsノrnl． c ells w e r e wa shed thr e etim eswith
P B S
J
and the n in c ubated with rh G－C S Fo r rh G M－C S Fく5ngノml in s e，。 m イr e e
cultu r e．
b T he v alu e repr e se nts the m e a n士 sta nda rd de viatio nin triplicate culture s．
C Statistic signific a n ce w as evalu ated fo r c o ntroI c ultu r es， in which c ells w er e
pr ein cubated with m ediu m alo n e， by Student
，
s t test． H pく 0．01． Ipく0．05．
Table2． The effe ct of pr ein cubatio n with rhl し6a nd
rh G－C S Fo n hu m a nbo n e m a r ro w rh GTCS F－indu ced
C F U－G M c olo nyfo r m ation ．
Pr ein c ubatio nA rh G－C S F－indu c ed
Exp．
rbl し6 rb G－C S F
C F U－ G M
Day 7 Day 14

















0 125士1 3王C 58 士2H
O．1 171 士3 78 士2
1 199 士21 91 士7
1 0 163 士30 94 士14
10 170 士24 94士6
0 31士3 19 士1
0 15士1 H lO 士2工
0．1 16 士4 H l O 士1エ
1 16士4 H 1 3 士1
10 35士 2 21 士3
10 27士4 1 6 士6
a A fte r pr einc ubatio n with rhlし6 く5u nitsJ， ml and
Vチriou s c o n c e ntr ation く0，l
－10ngノml of rh G－C S F fo r 30
m ln， Cells w e r e w a shed thr e etim eswith P B Sa nd the n
in cubated with rh G－C S Fく5nglml alo ne in s e r u m－fr ee
c ulture．
b T he valu e r epr es ents the m e a n士 standa rd de viatio n
in triplic ate c ultu r e s．
C Statistic signific an c e w a s e v alu ated for c o ntr oI
Cultu r e s， in which c ells w e re pr ein c ubated with m ediu m
alo n e， by o n e－ W ay A N O VA follow ed by Du n n ett
，
s
m ultiple c o mpa ris o n． H pく0．01， 工 pく0．05，
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の 濃締 ， 純化 も充分 で は な か っ た ．
造血幹細胞の 研究 を す る際 ， い く つ か 解決 す べ き問
題が あ る ． 一 般 に 培養に は血清を15－30％添加 す る ．
と こ ろが 血 清 に は未知 の 物質 や造 血因子 が 含ま れ て い
る た め に ， 純化 され た造 血 因子 を使 用 した と して も そ
の 相互 作用 の 影響が 考 えら れ ， 正 確 に 造血 因子 の 作 用
を あら わ して い る と はい い 難い ． その た め ， 血清の 代
わ り に 比 較的組成の は っ き り した血清成分や物質で代
替 しよ う と す る無血清培養法が ， 197 6年 の Guilbett
ら の 報告先一 に 端 を発 して 行わ れ る よ う に な り本研究に
お い て も い く つ か の 実験 を 無血 清培養 を用 い て 行っ
た － その 結果 ， 図2 お よ び図3 に 示 さ れ る よう に ， 血
清 を含 む培養 で も 無血 清培糞 で も 同 じ傾向が得られた
た め
， 本研究で 用 い ら れ た血清の 影 響 は無視 で きるも
Table3． C ha r a cte riz atio n of C F U－G M c olo nies．
Gr owth fa cto r Day7 Day 14
rh G－C S F G － C Olo nya
G M－C Olo ny
M －C Olony
rh G－C S F＋rhl L－6C G －C Olony
G M－C Olo ny
M －C Olo ny
rh G M－C S F G － COlo ny
G M－ COlo ny
M － C Olo ny
rh G M－C S F＋ rhlL－6 G － C Olo ny
G M－ COlo ny















a G－ COlo ny， gr a n ulo cyte c olo ny ニG M－ C Olo ny， gr a n ulo cyte－
m o n o cytelm a c r ophage c olo ny ニ M －C Olo ny， m O n O Cytel
m a c r ophage c olo ny ．
b per c e nt of e a ch type of c olo ny ide ntified with do uble
estera s e staining m ethod． M o r ethan 5 agar c ultu r es w er e
c o u nted o n7a nd 1 4 days affte rthe begin ning ofincubation．
C Re co m bin a nthlL－6 w a s ad ded to rh G－C S Fく5ngIml or
rh G M－C S Fく5ngノrnl at the final c o nc entratio n of lO
u nitsJ
I
ml du ring the c ultu r e．
A
Z8 dO



























































































6 ．3 63．7 3 8 4 9 5 5 8 nlin o a cids
19 19 1 11 4 1 4 7
13．3 54．7 36 49
1 6 5bp A A T A A A
5 4 a min o 8 Cids
つつ
しV K l 一丁Gし
SqしHS G し
80
40 1 64 1 0 8 1 4 7 1 6 2bp A A T A A A
l 江 1ロ I V V
Fig． 8． Co mpa ris o n of the a min o a cid s eque n c eくAl a nd the gen e o rga niz ation
くBJbetw e en BSF－21I L－6 a nd G－CS F． T his figu r eis qu oted fr o m r ef r e n c e sNo ．
1 4ナ a nd 2 7ン．
ヒ ト骨髄 C F U．G M に 対する I し6の 役割
のであ ると 考え られ た ． つ ぎ に 補助細胞 くa c c e s so ry
c ellslの 問題に つ い て 考え て みる と ， 正 常の 骨髄細胞
に含まれ て い る 造血 幹細胞 は わ ずか で あ り ， そ の 生
育， 分化に は残 りの さま ざま な種類の 細胞が影響 しう
る ． たと え ば単球 か ら I L－1， G M－CSF， M ，C S F が産生
さ れた り
瑚
， T細胞が 幹細胞に 作用 し た り 叫
，
I し1 が
線維芽細胞 や 血 管内皮細胞 に 働 き CS Fを放出さ せ
る 珊 な どの 報告が し ば し ばみ ら れ て い る ． 本研 究 の
すべ ての 実験で 骨髄単核細胞 よ り プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス
コ によ る付着細胞の 除去を行 い ， 非付 着細胞 の dr－－ナ
プ チル プ チ レ ー ト エ ス ラ ー ゼ 陽性細胞 は 2 ％以下 で
あっ たが ， わ ずか に 残存 す る単球の影響 は常 に 考 え て
おく必要が ある ． ま た T細胞の 除去は行 わ な か っ た ．
繍助細胞の 影 響を取 り 除く ため に ， 抗 M ylOマ ウ ス モ
ノク ロ ー ナ ル 抗 体 を用 い て 造血幹細胞 の 純化 ， 濃縮
くen richm e ntlを行 っ た ■ こ の 抗体は未熟 な じ 卜骨髄細
胞株 K G－1a の 細胞 を マ ウス に 免疫 して 得ら れ た も の
で ， ヒ ト造血幹細胞 を認識す る と い われ て い る 叩 ． そ
のため M ylO陽性細胞分画で は造血幹細胞 が濃縮 さ
れ， コ ロ ニ
ー 形成が 増強す る と され て い る 明 今回 の
実験で は pa n ning 法 に よ り MylO陽性細胞分画 を採
取 し ， rh G－C S Fま た は rh G M．C S Fに 対 す る
rbI し6 の効果に つ い て 調 べ たと こ ろ ， 図 4 に 示 さ れ る
よう に MylO陽性細胞 で も rhG－C S F とrhI し6 は
CF U－G M コ ロ ニ ー 形成 に 対 して桔抗的 に 作用 し た ．
MylO陽性細胞 の比率 を螢光顕微鏡 で 調 べ る と
， 骨髄
単核非付着細胞中の M ylO陽性細胞 は平均 2％で あ
る の に対 し ， pa n ning 法に よ り20－ 25％ に 濃縮さ れ た ．
しか し， それ 以上 の 濃縮 は難 しく ， 補助細胞 の 影響 を
完全に取 り除い た と は 言え なか っ た ．
造血幹細胞の 多く は Go 期と 呼ば れ る細胞 周期中の
静止期に あ る ． これ ら の 造血 幹細胞 に お い て ， い っ た
ん活発な増殖 が開始 され Go 期 を離れ ると ， さ ま ざ ま
な段階く1in e ageI の 造 血 因子 の 影響 を受 け ， 次 々 に 増
軋 分化 をお こ し て く る こ と に な る ． 小 川 叫 は造血 因
子をつ ぎの 3 つ に 分類 した ． 一 つ は分 化段階後期の 造
血幹細胞 に 作 用 し ， 各血 球選 択的 に 働 く 因子 く1ate－
acting，1ine age－ Spe Cific fa cto rsJ で あ り， 第 二 は分 化
段階初期の 造血 幹細胞 に作 用 し ， 血 球非選択的 に 働く
因子くe a rly－ a Cting，1ine age－ n O n． Spe Cificfa cto r sJで あ
り ， 第 三 は 静 止 期 の 幹細胞 に 働 く 因 子 で あ る ．
G－CS Fは無血清培養下 で は純粋 な顆粒球 コ ロ ニ ー の
みを形 成する こ と か ら41，， 1in e age－ Spe Cificfa cto rと 考
えられ て お り ， そ の ほか M －CS F やエ リ ス ロ ポ エ チ ン
もこれ に 属す る ． G M－ CS Fは造血幹細胞 の 発達中間
段階を支持す る と考 え られ ， ヒ ト骨髄細胞 で 顆粒軌
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単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジの 混 合す る コ ロ ニ ー を形成 す る ．
最近 rh G M－CS Fは さま ざまな タイ プの 単 一 お よ び 多
能性くm ultilin e agelの コ ロ ニ ー の 形成や エ リ ス ロ ポ エ
チ ン の 存在下 で 赤芽球系 コ ロ ニ ー の 形成も 支持す る と
い う 報告 朋 が み ら れる ． この こ と よ り G M－C S Fの 標
的細胞に は 多能性幹細胞 をも含 む こ とが 示唆 され る ．
Sonoda ら 瑚 は G M－CS F単独 ， あ る い は G M－C S F と
1 し3と の 共同作用 で は 十分 な コ ロ ニ ー 形 成 を み な
か っ た が ， lineage－ Spe Cificfa cto rであ る G－C S Fや エ
リ ス ロ ポ エ チ ン を加える と 著明 に コ ロ ニ ー 形成が増強
され る こ と を無血 清培養下 で 観察 した ． こ の こ と よ り
G M－C S F は成熟の最終段階よ りも む し ろ造血幹細胞
の 発達の 初期段階に 主と して働き
， 前駆細胞の 増殖 を
支持す る こ と が 示唆 され た ． IL－3 は もともと 1hle ら
に よ り ヌ ー ド マ ウ ス 脾細胞 で20ぽ ス テロ イ ド脱水素酵
素の合成 を誘導す る因子 と して定義さ れ偵，
，
そ の 後未
分化な造血幹細胞 に 働く 多能性コ ロ ニ ー 形成刺激因子
くm ultトCS Fl と して の 作 用 を有 す る こ と が 明ら か と
な っ た 咽 ． Sロda ら 欄 は マ ウ ス 多能性幹細胞 の 培養 で
工し3 を遅 らせ て 添加 した と こ ろ芽球 コ ロ ニ ー 数 は減
少し たが
，
そ の 増殖， 分化の 性質 は全く 変化 しな か っ
た こ とか ら ， i し3 はす で に細胞周期に 入 っ た多能性幹
細胞の 持続的な増殖は支持す るが ， 細胞周期 に 入 れ る
た めの 引き金 に はな ら な い と 考 え た ． ま た Paqu ette
ら
481はI L－3 が hG．C S F， h G M－C S Fと相乗的に 働 い て
C F U－ G M コ ロ ニ ー 形成 を刺激 した こ と を報告 した が
，
こ れ は IL－3 に よ る C F U－ G M の 支 持 に 1ineage．
SPe Cific fa cto rが 必 要で ある こ と を示唆 し
，
こ の こ と
よ り 王し3 は造血幹細胞の 発達後期の 成熟過程 は支持
しな い と考 えら れ た ． Sta nley ら 側 ，は と 卜膀胱 癌細胞
株563 7の 培養上 帯中に 存在し
，
マ ウ ス造血 幹細胞 の 増
殖 を 工し3と 相乗的 に 支持 する 作用 の あ る be m opoト
etin －1 を報告し ， Mochizuki ら51，は he m opoietin－1 が
IL la と 同 一 の 物質で あ ろ う と 報告 し た ． Zs ebo ら
S2，
は he m opoietin ．1 は単独で は コ ロ ニ ー 形成 を刺激せ
ず ， 工し3の 未分化な造血幹細胞 に 対する作用 を増強す
る こ と か ら， hem opoietin －1 はI し3に 反応 する 細胞 よ
りも も っ と 未分化 な多能性幹細胞 に 作用 し ． 細胞 の
C S F反応性獲得 に 寄与 する の で は な い か と 考え た ．
以 上 の こ と を 考慮 し ， 本 研究 で は rh ル 6 と と もに
rhI L－3， rhI L－1a の 作用 も 検討 し た が ， rhG－CSF と
rhI L－6 と でみ ら れた 指抗作用 は rhI L．3や rhI L－1a で
は認 めら れ な か っ た ． Ikebu chi ら19，は マ ウス の 未分 化
な芽球 コ ロ ニ ー の 出現は ル 6 が存在 する と ， ル 3 単
独 の 時よ り も か な り早期に み ら れ
，
個々 の コ ロ ニ ー の




マ ウス 造血幹細胞の Go 期 を短 縮 して い る と考 えた 一
の ち に G． CS F もI し3 と相乗的 に作 用 して 造血 幹細胞
の Go 期を短縮 し ， 多能性くm ultil ine agel コ ロ ニ
ー の
出現 を早期 に した と の 報告が み られ た
郵
． 従 来 の 報告
と本研究 の結果 を加味し て ， 図9 に 示 す よう な 額粒球
一 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ系の造血 幹細胞 の分化 と種 々
の造血因子 の標的細胞 を あ ら わ す モ デ ル が 考 え ら れ
た ．
In viv o の造血 系 に つ い て は は る か に 複雑で あ る と
考え ら れる ． 骨髄造血微細環境 と し て骨髄中に は さ ま
ざま な補助細胞が存在 し ， それ が 直接 に ， ある い は 間
接的に 造血 に 影響 を及 ぼ し ， ま た造 血因子 に つ い て
も ， 多く の 因子 の相互作用の結果 と して造血 幹細胞の
分化 ， 増殖 が表現さ れ て い る は ずで あ る ． 生体 で の サ
イ ト カイ ン の複雑 なネ ッ トワ ー ク の解明 と造血因子 の
臨床応用 に 向け て ， in vitro に お ける研究 の重要性が
再認識さ れ た ．
結 論
rhI L－6 の 正 常 ヒ ト骨髄 C F U－ G M に 対す る効果 を ，
単独の 場合 と rh G－C S F あ るい は rh G M－C S F と の共
同作用と で検索 し ， 以下 の結論 を得 た －
1 ． 無血清培養下で ， rb m－6 は単独で は全 く正 常 ヒ
ト骨髄 C F U－ G M コ ロ ニ ー 形成 を刺激 しな か っ た ．
2 ． rhI L，6 を 濃 度 を 変 え て rh G－ CSF ま た は
rh G M．C SF に 加 え ， C F U－GM コ ロ ニ ー 形成 に 対す る
効果 をみ た と こ ろ， rh G－ CSF に 対 し て は 0－30u nitsl
mi の 範囲で 濃度依存性 に C F U－ G M コ ロ ニ
ー 形 成 を
抑制 し， rh G M－C SF に対 して は影響 を及 ぼ さ な か っ
た ． 血清存在下 ， 無血清培養条件下 ， M ylO陽性細胞
Fig． 9． A sche m atic m odel of differ e ntiatio n of
m yeloid he m opoietic ste m c ells．
分画 を用 い た時 の い ずれ に お い て も 同 じ傾向が みられ
た ．
3 ． rhIL－6 をrh G－C S F また はrh G M－ CS Fに 加え
て も C F U－ GM コ ロ ニ ー が形成 さ れ る期間 は短縮しな
か っ た ．
4 ． rh G－C S F は ほ と ん ど顧粒球系 コ ロ ニ ー の 形成
を支持 し ， rh G M－C SF は 一 部単球lマ ク ロ フ ァ
ー ジ系
コ ロ ニ ー の形成 も支持 し たが ， rbI し6 との共同作用 に
ょ っ て 形成 さ れ る コ ロ ニ ー の形態 に 特 に 変化 はみられ
な か っ た ．
5 ． rh工し6 と短時間く30分間1前処理 した 骨髄細胞
で ， rh G－C S F また はrhGM －C S Fに よる C F U
－G Mコ
ロ ニ ー 形成 を 無血清培養下 で み た と こ ろ ， rh G－CS F
に よ る C F U．GM コ ロ ニ ー 形成 は培養液の みで 前処理
した も の と比較 して 有意 に 抑制 さ れ ， rh G M－C S Fに
ょ る C F U－ G M コ ロ ニ
ー 形成 に は影響 を及 ぼ さなか っ
た ． また その 抑制 は高濃度の rh G－C S F を加 えて前処
理 す る こ と に よ り消失 し た ．
以 上 よ り ， 一正 常 ヒ ト骨髄 C F ひ G Mコ ロ ニ
ー 形成に
対 す る rh G－ CSF と rhI し6 の桔抗作用は ， rhIL－6 の
C F U． G M に お け る そ の 受容体 と の結合が ， G．C S F受
容体の発現を抑制 した こ と に よ る機序 が可能性と して
考 え られ た ．
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c olo nyform a tion at a11in ser um －fr ee c ultu r e． W he n rhI L
－6 a t va rio u sc on c e ntr atio ns was
ad ded to the bon e m a r r o wC F U－ G M colony a s s ay syste m using a r eco m bin ant hu m a n
gr a nulo cyte colo ny stim ulating fa cto r くrhG － CS Fl or a r e co m binant hu m a n gran ulo cyte－
m o n o cyteノm ac r ophage colony stim ulating fa cto rくrh G M－ CS Fl as a sou r ce of CSF， rhI L－6
5bo wed a slgnific a nt s up pr e s siv e effec to n rh G－ C S F－indu c ed C F U
－ G M c olo ny fo r m atio nin
a dose depe nde nt m an n e r． ln c ontr a st， rh G M
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－
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